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(57) Abstract: The invention concerns a method for isolat- 
ing milk proteins from milk or from whey comprising steps 
which consist in passing the milk or whey over a cation-ex- 
changing resin, eluting the fraction retained by an aqueous 
salted solution and desalting and sterilizing the eluate. The 
invention also concerns a milk protein fraction obtained by 
said method and its use for preparing pharmaceutical and 
food compositions. 

(57) Abrege : L* invention concerne un nouveau precede" 
d'isolement de proteines de lait a partir de lait ou d*un 
lactoserum comportant les Stapes de passage du lait ou 
lactoserum sur un resine echangeuse de cations, eluage 
de la fraction retenue par une solution aqueuse sal£e et 
dessalage et sterilisation de l'eluat. Elle a egalement pour 
objet une fraction proteique laitiere obtenue par ce procede 
et son utilisation pour la preparation de compositions 
pharmaceutiques ou alimentaires. 
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ISOLAT DE PROTEINES DE LAIT ET PROCEDE POUR SA PREPARATION 

La pr^sente invention a pour objet un nouveau proc^de d'isolement de 
proteines de lait, la composition, isolat de prolines de lait ou fraction proteique laittere, en 
resultant et ses applications, notamment alimentaires et pharmaceutiques. 
5 On connait plusieurs documents de Tart anterieur decrivant la purification 

de prolines de lait. 

Le document EP-253395 decrit l'obtention d'une lactoferrine bovine de 
haute purete (>80% en une etape ou >98% en deux etapes) par adsorption de lait ou de 
lactoserum sur une r^sine echangeuse de cations comprenant des radicaux carboxymethyle, 
1 0 puis linage et desorption de la lactoferrine. 

Le document EP-348508 decrit egalement un precede de preparation 
d'une lactoferrine bovine de haute purete (>95%) par adsorption de lait ou de lactoserum 
sur une resine echangeuse de cations de type polysaccharide comprenant des fonctions 
ester d'acide sulfurique et elution par une solution aqueuse de sel. 
15 Le document EP-298875 decrit un proced£ permettant d'isoler certaines 

proteines du lactoserum par adsorption sur un support mineral poreux sous forme de 
grains, ces grains etant recouverts d'une couche de polysaccharide amine presentant en 
surface des groupements fonctionnels acides, tels que des groupements carboxyliques ou 
sulfoniques. 

20 Le document EP-4 18704 decrit un procede pour purifier 

s£quentiellement la lactoferrine et la lactoperoxydase par elution sur une colonne chargee 
avec une r6sine polysaccharide greffiSe par des groupes acide sulfonique. 

Le document US-6,096,870 decrit un proced£ de separation sequentielle 
de proteines du petit lait par elution sur des resines cationiques. 

25 Le document EP- 101 7286 decrit un procede de separation sequentielle de 

proteines du petit-lait par chromatographic a flux radial. 

La lactoferrine et la lactoperoxydase sont des proteines du lait dot6es de 
proprietes interessantes : leur capacite a lier le fer leur confere un role d'agent anti- 
bacterien contre les bacteries dont le metabolisme requiert d'importantes quantites de fer. 

30 La lactoperoxydase est indispensable au marquage proteique par 1'iode. La lactoferrine 
favorise la croissance des lymphocytes et favorise Tabsorption du fer par Torganisme, elle 
regule la differentiation des leucocytes et elle inhibe la peroxydation des lipides. 

Toutefois, tous ces documents concernent des procedes visant a obtenir 
une lactoferrine et/ou une lactoperoxydase les plus pures possibles, c f est-&-dire des 
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procedes visant a reduire le plus possible la proportion des autres proteines initialement 
pr^sentes dans le lait ou le lactoserum. En outre, les conditions de fixation de la matiere 
premiere et dilution des proteines sont des conditions douces, avec des flux de matieres 
lents. En revanche, I'objectif que s'est fix6 la demanderesse est Tobtention d'une fraction 
5 prot&que laitiere comprenant, entre autres constituants, de la lactoferrine et de la 
lactoperoxydase, mais comprenant surtout une proportion des autres proteines plus elevee 
que dans le lait ou le lactoserum de depart. Pour cela la demanderesse a mis au point un 
procede avec des flux beaucoup plus 61ev6s que ceux d^crits dans les documents analyses 
ci~dessus, ce procede permettant une fixation plus selective vis-a-vis de certaines proteines. 

10 Le document W093/13676 divulgue un procede permettant d'isoler la 

lactoferrine et la lactoperoxydase par passage sur une resine 6changeuse de cations a flux 
eleve, a partir de petit-lait. Ce procede se distingue du procede selon la presente invention 
par le fait que le flux est plus elevd que dans le procede selon Tinvention (superieur a 
5 m/h) et qu'il vise a purifier la lactoferrine et la lactoperoxydase, et non pas a obtenir une 

15 fraction proteique laitiere particuliere contenant un taux relativement 61eve des autres 
proteines et dotee de proprietes biologiques amelior^es. 

On connait egalement, par le document EP-704218 un agent destine a 
renforcer les os, cet agent comprenant une fraction proteique basique ou une fraction 
peptidique basique, issues du lait et obtenues par passage du lait sur une resine cationique 

20 et elution. Toutefois, les conditions d'adsorption et dilution decrites dans ce document 
sont distinctes de celles employees dans le procede selon 1'invention et permettent d'isoler 
une fraction proteique distincte de celle obtenue selon la presente invention. 

Les documents JP-8165249, JP-9187250, JP-9294537 et EP-1010430 
ddcrivent des compostions destinees au renforcement des os et/ou de prevention des 

25 maladies parodontales, ces compositions comprenant une fraction proteique basique 
d6rivee du lait obtenue par adsorption du lait et elution sur une resine cationique. 
Toutefois, les conditions d'adsorption et dilution decrites dans ces documents sont 
distinctes de celles employees dans le procede selon Tinvention et permettent d'isoler une 
fraction proteique distincte de celle obtenue selon la presente invention. 

30 Ainsi, c'est avec etonnement que la demanderesse a decouvert un 

nouveau procede d'isolement de proteines de lait permettant d'obtenir une fraction 
proteique laitiere dotee de proprtetes biologiques am61ior6es, notamment une fraction 
proteique laitiere favorisant la croissance des osteoblastes et F inhibition de la proliferation 
des pr6-ost6oclastes et des ost^oclastes. 
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L'invention a pour objet un proc^de d'isolement de proteines de lait a 
partir de lait ou d'un lactoserum comportant les etapes suivantes : 

a) le lait ou le lactoserum est sterilise et degraisse ; 

b) la fraction laitiere issue de retape a) est passee sur une resine 
5 echangeuse de cations conditionnee dans une colonne dilution ; 

c) la fraction retenue sur la resine est elu6e par une solution aqueuse 

saiee ; 

d) l'eluat resultant de retape c) est dessaie, de preference par 
ultrafiltration, et diafiltration puis sterilise, de preference par microfiltration. 

10 Ce precede etant caracterise en ce que : 

a) la resine echangeuse de cations est une resine greffee par des 
fonctions acides fortes ; 

le parametre BV designant le rapport du volume de mattere premiere au 
volume de resine humide dans la colonne, 
15 le parametre SV designant le rapport du debit d'alimentation de la 

colonne au volume de resine humide dans la colonne, 

le parametre LV designant le rapport du debit d'alimentation de la 
colonne a la section de la colonne, 

p) au cours de retape b), les paramdtres de fixation ont les valeurs 



20 suivantes 



- BV f est compris entre 50 et 400, de preference entre 80 et 300 ; 

- SVf est compris entre 2 et 40 h" 1 ; 

- LVf est superieur ou egal a 1 m/h et inferieur ou egal a 5 m/h. 

y) au cours de retape c), les parametres dilution ont les valeurs 



25 suivantes 



- BV e est compris entre 1,5 et 7 ; 

- LV e est inferieur 4 lm/h, de preference inferieur a 0,5 m/h. 

On peut utiliser comme produit de depart dans le procede selon 
Tinvention soit du lait, soit du lactoserum, preferentiellement issus de la vache. Le 
30 lactoserum est le liquide residuel obtenu apres Textraction des proteines et de la matiere 
grasse du lait ou du petit-lait. On distingue en general trois categories de lactoserum. Les 
deux premieres categories sont classees selon Facidite du lactoserum qui peut etre 
inferieure ou superieure a 1,8 g d'acide lactique/1 : le lactoserum doux, issu de la 
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fabrication de fromage & pate pressee cuite ou non cuite (emmenthal, saint-paulin etc.) et le 
lactoserum acide, issu de la caseine ou d'autres fromages obtenus par coagulation mixte ou 
lactique (pates molles, pates fraiches). La composition moyenne du lactoserum doux est k 
titre indicatif, pour 61 g de matteres seches par kg de lactoserum, de 42 k 48 g de lactose, 8 
5 g de proteines, 2 g de graisses, 5 a 7 g de min6raux, 1 a 5 g d'acide lactique et le reste en 
mineraux et vitamines. 

On connait egalement le lactoserum ideal obtenu par microfiltration du 
lait sur un support de porosite moyenne de 0,1 jxm. 

Selon une premiere variante de l'Invention, on utilise comme produit de 
10 depart du lait, et avantageusement du lait de vache, dont la composition permet, par le 
precede selon Tinvention, Tobtention d'un isolat de prolines ayant des proprietes 
biologiques plus interessantes. Cette variante permet egalement d'obtenir un rendement en 
proteines superieur aux variantes utilisant le lactoserum comme produit de depart. 

Selon une seconde variante preferee de 1" Invention, on utilise comme 
15 produit de depart du lactoserum acide de caseinerie. Cette variante represente un avantage 
economique important dans la mesure ou le produit de depart est un sous-produit issu de 
Sexploitation industrielle et done d'un faible cofit 

Dans la premiere etape du procede, le lait ou le lactoserum sont sterilises 
et degraisses par ecremage, de fa9on connue : 
20 L'ecremage du lait designe la separation de la creme du lait, quel que soit 

le procede mis en oeuvre pour obtenir cette separation. 

De fa?on traditionnelle, la fabrication de la creme se fait selon un 
processus naturel : lorsque le lait repose, les elements qui le composent se separent en 
fonction de leur densite. Les globules de matiere grasse etant plus legers que Teau 
25 remontent a la surface pour former une couche de creme. En production industrielle, la 
formation de la creme est acceieree par passage du lait dans une ecremeuse centrifuge. 

De fa9on habituelle, la pasteurisation est faite par un chauffage controie 
de courte duree de fafon a eliminer les germes pathogenes eventuellement presents dans la 
creme. Avantageusement, la pasteurisation est faite a une temperature comprise entre 65 et 
30 95°C, preferentiellement entre 80 et 95°C. On peut par exemple traiter le lait ou le 
lactoserum pendant 15 secondes & une temperature comprise entre 65 et 82°C. On peut 
egalement steriliser le lait ou le lactoserum de depart par microfiltration sur un filtre dote 
de pores d'un diametre allant de 0,1 a 2 |im. 
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La matiere premiere sterile et degraissee est alors pass^e sur une resine 
echangeuse de cations. Selon Tinvention la resine echangeuse de cations est une resine 
greffee par des fonctions acides fortes et ay ant une capacite d'6change dMons comprise 
entre 200 et 1000 nE/ml, de preference entre 400 et 700 jaE/ml. Par fonction acide forte on 
5 entend une fonction acide dotee d'un pKa < 2. Notamment elle peut etre greffee par des 
fonctions acide sulfonique, g6n6ralement sous forme de sels de sulfonate pour leur mise en 
ceuvre, la nature du sel etant determinee par la solution qui a servi k conditionner la 
colonne avant la mise en ceuvre du procede. Preferentiellement, on choisit un greffage par 
des groupements aromatiques ou aliphatiques porteurs de fonctions acide sulfonique, 

10 encore plus preferentiellement sous forme de sels de propyl sulfonate. La resine sur 
laquelle sont greffees les fonctions acides sulfoniques peut etre de toute nature, notamment 
poly aery lique ou polystyrene. La granulomere de la resine est avantageusement comprise 
entre 100 \xm et 900 |am, de preference entre 200 et 750 ^m, encore plus preferentiellement 
entre 250 et 600 |im. La resine utilisable selon Pinvention doit preferentiellement presenter 

1 5 une density superieure a 1,15. 

Parmi les resines commercialement disponibies utilisables dans la 
pr£sente invention, on peut citer notamment : la resine Trisacryl SP ® commercialisee par 
la societe BIOSEPRA, la resine MacroPrep High S ® commercialisee par la societe 
BioRad. De preference, on choisit une resine polystyrene greffee par des fonctions alkyl ou 

20 aryl sulfonate. 

La resine est conditionn6e dans une colonne avant son utilisation, de 
fayon connue de Thomme du metier, par traitement par une solution desinfectante et 
rin9age afin d'eviter la contamination par des micro-organismes. Elle est ensuite 
eventuellement equilibree par passage d f une solution tampon et rin9age. 

25 L'etape b) de fixation de la matiere premiere, lait ou lactoserum, sterile et 

degraissee, se deroule dans les conditions preferentielles suivantes : 

La resine est conditionnee dans une colonne dont la temperature est 
maintenue entre 2 et 15°C, preferentiellement entre 4 et 12°C. Preferentiellement, la 
colonne est alimentee en matiere premiere par le bas. Avantageusement on travaille en lit 

30 fluidise. De preference les parametres de fixation sont ajustes de fa9on a ce que Tune ou 
plusieurs des conditions suivantes soient verifiees : 

- BVf est compris entre 80 et 150, preferentiellement entre 80 et 120 ; 

- SV f est compris entre 5 et 40 h"\ preferentiellement entre 8 et 20 h" 1 , 
encore plus preferentiellement entre 8 et 15 h" 1 ; 
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6 



LVf est compris entre 3 et 4,8 m/h, pref£rentiellement entre 3,2 et 



4 m/h. 



10 



5 



De fa9on pr£ferentielle, P ensemble des conditions suivantes est v6rifie 
au cours de l'6tape b) : 

- BVf est compris entre 80 et 120 ; 

- SVf est compris entre 8 et 15 h" 1 ; 

- LVf est compris entre 3 et 4,8 m/h. 
au cours de l'ftape c) : 

- BV C est compris entre 3 et 7 

- LV e est inferieur a 1 m/h. 



Par l^change d'ions, les proteines de la fraction laitiere utilisee comme 
produit de ddpart viennent se fixer sur les fonctions acides de la r£sine. Le choix des 
parametres de fixation selon Tinvention permet d'operer une fixation selective des prolines 
sur la colonne. Dans des conditions classiques de fixation du lait sur une resine cationique, 

15 la lactoferrine et la lactoperoxydase, majoritaires, se fixent pr^ferentiellement sur la resine. 
Dans le procede selon l'invention, les autres proteines, minoritaires, sont favorisees par les 
conditions de fixation definies ci-dessus et leur proportion dans le melange de proteines 
fix£es sur la resine est significativement superieure a leur proportion dans le produit de 
depart. Le procede selon l'invention permet ainsi d'isoler une fraction laitiere ayant une 

20 composition en proteines nouvelle par rapport aux compositions proteiques laitieres de Tart 
anterieur et presentant des proprietes biologiques interessantes. 

L f 6tape c) dilution des prolines fix^es, se d£roule dans les conditions 
preferentielles suivantes : 

La resine est maintenue a une temperature comprise entre 2 et 15°C, 

25 prSfSrentiellement entre 4 et 12°C. PrefSrentiellement, la colonne est alimentee en mattere 
premiere (solution aqueuse salee) par le haut. La solution aqueuse saline employee pour la 
mise en ceuvre de l'invention est g&ieralement une solution d'un chlorure d'un metal alcalin 
tel que K+, Na+, Ca+, Mg+. De preference on emploie une solution aqueuse de chlorure de 
sodium. Avantageusement, la solution aqueuse de sel a une concentration comprise entre 2 

30 et 25%, preferentiellement de 5 k 15% en poids de sel par poids de liquide. De preference, 
la force ionique de la solution aqueuse de sel est comprise entre 1 et 2 M. Le pH de la 
solution dilution est gen£ralement compris entre 6 et 7, avantageusement entre 6,5 et 7. 

De preference les parametres dilution v6rifient Tune ou plusieurs des 
conditions suivantes : 



f 
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- BV C est compris entre 3 et 7 et pr£ferentiellement entre 3 et 5 ; 

- LV e est inferieur a 0,5 m/h. 

De faQon connue, la colonne de resine est lav^e avant une nouvelle 

utilisation. 

5 Apr&s cette etape, reiuat obtenu contenant le melange de prot&nes de lait 

est soumis de fa?on connue a une ou plusieurs Stapes ^ultrafiltration et de diafiltration 
destinees a eiiminer les sels. D'autres moyens connus de l'homme du metier tels que 
l'61ectrodialyse ou le passage sur des resines anioniques et cationiques faibles peuvent etre 
employes dans cette etape en remplacement de Tultrafiltration et de la diafiltration. De 

10 preference, ce traitement est effectu£ jusqu'a I'obtention d'un permeat ayant une 
conductivity inferieure k 15 mS. Tout autre proc^de permettant d'eiiminer les sels, comme 
notamment Telectrodialyse, peut etre utilise en remplacement de cette etape. La solution est 
alors soumise a une microfiltration destinee a steriliser le retentat d'ultrafiltration avant 
sechage. D'autres moyens techniques peuvent etre employes pour steriliser la fraction 

15 laitiere obtenue a cette etape, notamment un traitement thermique adapte, des ultrasons ou 
des champs electriques pulsus. 

Preferentiellement, le produit dessale et sterilise est seche de fa?on a 
obtenir la fraction laitiere issue du proced6 de invention sous forme d'une poudre, ce qui 
permet ensuite son conditionnement et son stockage. De fafon connue, le sdchage peut etre 

20 fait par lyophilisation ou par atomisation. 

La fraction proteique laitiere, preferentiellement issue du lait de vache et 
obtenue par le procede selon l'invention est nouvelle. Sous forme seche, elle est 
caracteris£e en ce qu f elle est dotee : 

- d'une teneur en proteines superieure a 90%, 
25 - d f une teneur en sels mineraux inferieure k 1%, 

- d f une teneur en matieres grasses inferieure a 1%, 

- d'une teneur en lactose inferieure a 1%, 

- d'une teneur en humidite inferieure a 5%, 

- d'une teneur en lactoferrine inferieure a 80%, 
30 - d'un pH en solution a 2% compris entre 6 et 7,5, 

- d'une purete spectrophotometrique en UV-visible definie par un ratio 
DO 4l2 /DO 280 <0,15. 
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- d'au moins 1% de prolines ayant un point isoelectrique superieur ou 
6gal a 8, les pourcentages etant donnas en poids par rapport au poids de matiere seche de la 
fraction laitiere selon 1'invention. 

Dans le cas ou le produit de depart utilise est du lait et non un 
5 lactos^rum, le produit obtenu par le procdde de F invention se caracterise par les conditions 
supplementaires : 

- presence d'au moins 40% de proteines ayant un point isoelectrique 
superieur ou 6gal a 8, 

- la teneur en lactoferrine est superieure k 30% et inferieur a 80%, 

10 - l'activite lactoperoxydase est superieure ou egale & 120 unites ABTS 

par mg d'isolat (ABTS=2 9 2'-Azino-bis-(3-ethyl Benzo Thiazoline 6-Sulfonic Acid). 

La mesure de DO a 412 nm donne une Evaluation quantitative de la 
lactoferrine et de la lactoperoxydase prEsentes dans la fraction proteique laitiere. 

La mesure de DO a 280 nm donne une evaluation quantitative de la 
15 totalite des prot&nes pr^sentes dans la fraction proteique laitiere. 

Le ratio DO 412 /DO 280 <0,15 montre que la lactoferrine et la 
lactoperoxydase sont sous-representees par rapport aux autres prolines dans la 
composition selon 1'invention par comparaison avec les proportions dans lesquelles elles 
sont presentes dans le lait et dans les fractions prot&ques laitieres de Tart anterieur. 
20 De preference, la fraction proteique laitiere obtenue par le procede selon 

Tinvention repond au moins a Tune des caracteristiques suivantes : 

- une teneur en proline superieure k 95%, 

- une teneur en sels min^raux inferieure a 0,5%, 

- une teneur en matures grasses inferieure a 0,5%, 
25 - une teneur en lactose inferieure a 0,5%, 

- une teneur en humidite inferieure a 4%, 

- un pH en solution a 2% compris entre 6 et 7,2, 

- une purete spectrophotometrique en UV-visible definie par un ratio 
DO 4,2 /DO 280 <0,l. 

30 - contient au moins 1% de profeines ayant un point isoelectrique compris 

entre 8,2 et 8,7. 

Dans le cas ou le produit de depart utilise est du lait et non du 
lactos^rum, le produit obtenu par le procede de 1'invention se caracterise par la condition 
preferentielle additionnelle : 
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- la teneur en lactoferrine est sup^rieure a 50% et inferieure a 80%. 

Les fractions proteiques laitteres selon 1'invention presentent des 
proprietes avantageuses : notamment elles favorisent la croissance des cellules 
osteoblastiques et celle des cellules intestinales. 
5 Les fractions proteiques laiti&res de l'invention sont egalement efficaces 

pour inhiber la croissance des osteoclastes et des pre-osteoclastes. 

Ces proprietes ainsi que les proprietes deja connues des fractions 
proteiques laitieres de Tart anterieur permettent d'envisager l'utilisation de ces 
compositions dans de nombreuses applications, notamment dans les domaines alimentaire 
10 et pharmaceutique. L'invention a done egalement pour objet toute composition alimentaire, 
pharmaceutique et tout produit d'hygiene comprenant une fraction proteique laitiere selon 
l'invention. 

Une composition alimentaire selon l'invention pourra par exemple etre un 
lait alimentaire, en particulier un lait destine a l'alimentation infantile, obtenu par simple 
15 rehydratation de la poudre de fraction proteique laitiere selon l'invention. L'invention a 
done pour objet l'utilisation d'une fraction proteique laitiere selon invention pour la 
preparation d'un lait alimentaire. 

L'invention a egalement pour objet des compositions alimentaires 
comprenant une fraction proteique laitiere selon l'invention et d'autres ingredients 
20 alimentaires. On peut en particulier envisager d'additionner la fraction proteique laitiere 
selon l'invention a un lait de vache afin d'enrichir celui-ci en certaines proteines. La 
presence de calcium dans les aliments comprenant la fraction proteique laitiere selon 
l'invention sera particulidrement benefique dans la mesure ou cette fraction proteique 
laitiere ameliore l'absorption du calcium par l'organisme humain, notamment la fixation du 
25 calcium dans le tissu osseux. 

L'invention a done Egalement pour objet 1'association d'une fraction 
proteique laitiere selon l'invention avec du calcium. 

L'invention porte egalement sur les kits alimentaires comprenant 
plusieurs constituants conditionngs de fa9on isotee, destines a une preparation 
30 extemporanee de l'aliment et comprenant de la poudre de fraction proteique laitiere selon 
l'invention. 

De tels aliments peuvent etre utilises pour la prevention de pathologies 
telles que : retard de croissance, ost£oporose, fragility osseuse, fractures osseuses, 
rhumatismes, arthrose, maladies periodontals, d6ficience de la barriere intestinale . . . 
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Une composition pharmaceutique selon 1'invention, comprenant au moins 
une fraction protiique laitiire selon 1'invention et un support pharmaceutiquement 
acceptable peut etre utilisie dans le traitement d'une ou plusieurs des pathologies 
suivantes : retard de croissance, ostioporose, fragility osseuse, fractures osseuses, 
5 rhumatismes, arthrose, maladies periodontals, deficience de la barriere intestinale . . . 

Bien entendu une telle composition peut en outre comporter un ou 
plusieurs autres actifs thirapeutiques. Du calcium peut avantageusement etre associe k la 
fraction proteique laitiere selon 1'invention. Une telle association fait partie de la presente 
invention. En effet, une fraction proteique laitiere selon 1'invention permet d'amiliorer 
10 Tabsorption du calcium dans l'organisme, notamment la fixation du calcium dans le tissu 
osseux, ce qui permet d'amiliorer l'effet renfor?ateur des os. 

Du calcium avec la vitamine D peut aussi avantageusement etre associe a 
la fraction proteique laitiere selon 1'invention. Une telle association fait aussi partie de la 
presente invention. En effet, la vitamine D ameliore 1' absorption intestinale du calcium et 
15 une fraction protiique laitiere selon T invention permet d'amiliorer la fixation du calcium 
dans le tissu osseux. Cet effet synergie permet particulierement d'ameliorer la sante des os. 

Des compositions pharmaceutiques ou des complements alimentaires 
selon Tinvention peuvent etre administris sous toute forme appropriee telle que sous forme 
de poudre, de granules, de comprimis, de gelules, de boisson, comme par exemple en 
20 solution ou en sirop. La frequence d'administration et la dose a administrer sont adapts de 
fafon connue en fonction du poids et de Tage de l'individu. 

Sont egalement indues dans la presente invention, les produits d'hygiene, 
notamment les produits destines k l'hygiene de la caviti buccale, tels que les dentifrices 
sous forme de gel ou de pate, les bains de bouche, les gommes & macher, comprenant une 
25 fraction proteique laitiere selon Tinvention. 

EXEMPLES : 

I- Preparation des isolats de proteines de lait 

Conditions ginirales : 

La resine employee dans les exemples ci-dessous est une risine Trisacryl 
30 SP ®. Elle subit les traitements de conditionnement suivants avant sa mise en oeuvre 
initiale : mise en contact avec une solution aqueuse a 0,4% du disinfectant ASEPTO ®, a 
raison de 3 litres de disinfectant par kilo de risine humide, suivie d'un rinfage. Mise en 
iquilibre par passage d'un tampon acitate (80 mM, pH=5,3) contenant du chlorure de 
calcium (33 g/1) et du chlorure de potassium (50 g/1), a raison de 4 litres de ce tampon par 
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kilo de resine humide. Enfin la resine est rincee a l'eau jusqu'a l'obtention d'un 61uat ayant 
un pH compris entre 6 et 7 et une conductivity infiSrieure a 5 mS. 

Apr£s chaque sequence de fixation de matiere premiere et d'elution, la 
resine est nettoySe par traitement enzymatique a la protease alcaline de Bacillus 
5 licheniformis en tampon & pH=8, a 60°C pendant 2 heures, puis traitement par une solution 
de NaCl a 1 OOg par litre pendant trente minutes (rep&6 2 fois). Avant sa r6utilisation, elle 
est soumise au traitement de conditionnement exposd ci-dessus. 

L'ultrafiltration est effectuee sur l'&uat & une temperature comprise entre 
5 et 10°C sur des membranes organiques dont le seuil de coupure est de lOkD. Le facteur 
10 de concentration volumique pratiqu6 est compris entre 10 et 60, de fa?on k obtenir un 
r&entat ayant l'extrait sec le plus elev6 possible, de preference entre 15 et 20%. La 
diafiltration est effectuee a une temperature comprise entre 15 et 25°C sur les memes 
membranes, en utilisant un volume d'eau d6min6ralis6e compris entre 8 et 10 fois le 
volume de retentat obtenu a Tissue de l'ultrafiltration jusqu'a atteindre une conductivity du 
15 permeat inferieure a 15mS. 

La microfiltration est effectuee a 35°C a partir du retentat issu de 
rultrafiltration /diafiltration sur des membranes ceramiques de seuil de coupure de 1,4 jam. 

Le sechage du permeat de microfiltration est effectu£ sur une tour 
d'atomisation a turbines avec une temperature d'entree de 140°C et une temperature de 
20 sortie de 80°C 

Caracteristique de la resine : 

La resine SPEC 70 est constitute d'un support chimiquement inerte et 
mecaniquement resistant. 

Chimiquement, le support est fabrique par polymerisation d'AMPS : 2- 
25 acrylamide 2-methyl propane sulfonic acid. La resine a une capacite d'echange d'ions 
entre 400 et 700 jiE/ml et une capacite de fixation proteique mesuree sur la lactoferrine 
(minimum 20 mg/ml) ou la lactoperoxydase (minimum 40 mg/ml) ou le lysozyme 
(minimum 70 mg/ml) ; sa densite est sup&ieure a 1,15 et sa granulometrie se situe entre 
250 et 560 ^m. 
30 Exemple 1 : 

300000 litres de lait £creme et traite thermiquement a 68°C pendant 15 
secondes, sont passes a 10°C sur 3000 litres de resine tchangeuse de cations (Reference 
SPEC 70 fournie par la Societe BIOSEPRA) k un d6bit de 14000 litres /h en flux ascendant 
dans deux colonnes fonctionnant en parallele et ayant chacune un rayon de 1 metre. 
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Les prolines fix6es sur le r^sine sont eluees par 9000 litres d'une 
solution de chlorure de sodium k 10% en flux descendant. 

L'eiuat obtenu presente un pH de 6,5 et une extrait sec de 80 g/kg. II est 
passe sur membranes d'ultrafiltration de seuil de coupure de 10 kD et de 17 m de surface 
5 fournies par DSS, a 11°C avec un flux de permeation de 161/h/m 2 jusqu'£ obtenir un 
facteur de concentration volumique de 7. 

Le retentat a un pH de 5,9 et un extrait sec de 170 g/kg ; afin d'eliminer 
le sel, ce retentat est ensuite diafiltre sur les memes membranes a 25°C avec de l'eau a 
hauteur de 70% du volume d'eiuat mis en oeuvre et jusqu'a obtenir un facteur de 
10 concentration volumique de 9,5 en final avec un flux de permeation de 161/h/m 2 . 

Le r6tentat diafiltre a un pH de 6,5 et un extrait sec de 95 g/kg ; il est 
alors pass6 sur membranes de microfiltration de porosite de 1,4 p.m k 30°C avec un flux de 
permeation de 320 1/h/m 2 . Le permeat de cette microfiltration presente un pH de 6,6 et un 
extrait sec de 75 g/kg. 

15 Ce permeat est ensuite sech£ sur une tour d'atomisation munie d'une 

turbine ; la temperature d'entr^e en tour est de 140°C et la temperature de sortie est de 
80°C. 

L'isolat poudre ainsi obtenu presente les caracteristiques suivantes : 

- Humidite : 4,7%, 

20 - Proteines (Nx6,38) : 96,2% dont : 

Lactoferrine : 54% 

Lactoperoxydase : 125 unite ABTS/mg 
-Cendres: 0,1% dont: 
Na : 0,02% 

25 CI : 0,44% 

- Purete spectrophotometrique : D0 412 /D0 280 = 0,06, 

Le profil electrophoretique obtenu par isofocalisation avec revelation au 
nitrate d'argent est illustre par la figure 1. Sur la figure 1 on compare la repartition des 
points isoeiectriques de la fraction proteique laitiere selon Tinvention (notee LN06) et un 
30 produit de reference note Std qui est un kit de calibration proteique commercialise par la 
Societe Pharmacia sous la reference 17047101 et denomme « Isoelectric Focusing 
Calibration Kit Broad PI 3-10 ».On constate que sont majoritairement presentes des 
proteines ayant des points isoeiectriques eieves (autour de 8,4). Ce produit comporte 
environ 50% en poids de lactoferrine par rapport au poids total de l'isolat. 
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Exemple 2 : 

4,4 litres de serum acide natif de caseinerie (pH 4,7, extrait sec 65 g/kg) 
sont passes a 10°C sur 22 ml de r6sine echangeuse de cations (Reference SPEC 70 fournie 
par la Societe BIOSEPRA) a un debit de 400 ml/h en flux descendant dans une colonne 
5 ayant un diametre de 15 mm. 

Les prolines fix6es sur la r6sine sont 61uees par 90 ml d'une solution de 
chlorure de sodium a 10% en flux descendant. 

Afin d'^liminer le sel, 1'gluat obtenu (100 ml) est ensuite dialys6 contre 
de Peau d^mineralisee pendant 48 heures a 4°C. 
10 Le produit dialys6 pr^sente les caracteristiques suivantes : 

- Extrait sec : 1,5 g/kg, 

- pH : 5,4, 

- Conductivity : 24 ^S, 

- DO 412 <0,005, 

1 5 - DO 280 = 4,6 (0,46 dilue 1 0 fois). 

Le profil eiectrophor&ique permet de constater qu'au moins 1% des 
proteines presentes ont un point isoelectrique superieur ou egal a 8. Ce produit contient 
environ 3% de lactoferrine en poids par rapport au poids total de Tisolat de proteines. 
II- Tests biologiques 
20 A- Methodes generates 

L Tests de proliferation des cellules MC3T3 (lignge cellulaire osteoblastique) 

Les cellules MC3T3 sont cultiv6es & 37 °C en atmosphere humide contenant 5 % de C0 2 . 
Le milieu de culture utilise est de l'D-MEM (alpha-Modified Eagle Medium) supplement^ 
a Taide de 10% de s6rum de veau foetal et de 50 U/ml de penicilline et 50 |xg/ml 
25 streptomycine. 

Pour tester l'effet des differentes proteines sur la croissance cellulaire, les cellules sont 
ensemenc6es sur plaques 48 puits a une density de 5 x 10 4 cellules/cm 2 . 48 heures apres 
ensemencement, les proteines sont ajoutees aux cellules. Les solutions proteiques sont 
pr£par6es dans le milieu de culture a une concentration de 10 mg/ml puis filtr^es sur filtre 
30 0.22\x et dilutes a la concentration d6sir6e dans le milieu de culture juste avant usage. Les 
cellules sont d6nombrees apr6s 72h de culture en 6valuant la quantity d 5 ADN. 
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2. Tests de proliferation des cellules RAW 264.7 (lignee cellulaire pre- 
osteoclastique) 

Les cellules RAW 264.7 sont cultivees a 37 °C en atmosphere humide contenant 5 % de 
CO2. Le milieu de culture utilise est du DMEM (Dubelcco's Modified Eagle Medium) 
5 contenant 25 mM de glucose, 4 mM de glutamine et 1 .5 g/litre de bicarbonate supplements 
a l'aide de 10% de serum de veau fcetal et de 50 U/mi de p&iicilline et 50 jig/ml 
streptomycine. 

Pour tester Teffet des differentes proteines sur la croissance cellulaire, les cellules sont 
ensemencees sur plaques 48 puits a une densite de 5 x 10 4 cellules/cm 2 . 48 heures apres 
10 ensemencement, les prolines sont ajoutees aux cellules. Les solutions proteiques sont 
pr6par£es dans le milieu de culture k une concentration de 10 mg/ml puis filtrees sur filtre 
0.22(i et diluees a la concentration desiree dans le milieu de culture juste avant usage. Les 
cellules sont d^nombrees apres 72 heures de culture en 6valuant la quantity d' ADN. 

3. Test de proliferation des cellules Caco-2 (lignee cellulaire intestinale) 
Les cellules Caco-2 sont cultivees a 37 °C en atmosphere humide contenant 5 % de C02. 
Le milieu de culture utilise est du DMEM (Dubelcco's Modified Eagle Medium) contenant 
25 mM de glucose supplement^ a l'aide de 15% de serum de veau fcetal, d'1% d'acides 
amines non essentiels, de 6 mM glutamine et de 50U/ml de p^nicilline et 50(ig/ml 
streptomycine. 

Pour tester Teffet des differentes prolines sur la croissance cellulaire, les cellules sont 
ensemencees sur plaques 48 puits & une density de 4 x 10 4 cellules/cm 2 . 48 heures apres 
ensemencement, les proteines sont ajoutees aux cellules. Les solutions proteiques sont 
pr£par£es dans le milieu de culture a une concentration de 10 mg/ml puis filtrees sur filtre 
0.22jx et dilutes a la concentration desiree dans le milieu de culture juste avant usage. Les 
cellules sont denombr^es apres 72h de culture en evaluant la quantite d' ADN. 

B- R&ultats 

Les tests decrits ci-dessus ont 6t6 mis en oeuvre sur trois produits : 

- un isolat de proteines de lait de vache compose k 90% de lactoferrine 
30 (Produit temoin) :Ti, 

- un isolat de prolines de lait de vache dont la teneur en lactoferrine est 
de moins de 0,01% (Produit t£moin) :T2, 
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- le produit pr6par6 k l'exemple 1 : Pi, 

- le produit prepare a Texemple 2 : P 2 . 

Les resultats de ces tests sont exposes dans le tableau I : 



Produit 


Concentration 


Stimulation de la 
proliferation des cellules 
MC3T3 


Inhibition de la 
proliferation des cellules 
RAW 264.7 


Stimulation de la 
proliferation aes cellules 
Caco-2 


Tl 


1.0 mg/ml 


+65% 


-70% 


+67% 




0.1 mg/ml 


+37% 


-30% 


+40% 


T2 


1 .0 mg/ml 


+9% 


-8% 


+9% 




0.1 mg/ml 


+6% 


-4% 




PI 


1 .0 mg/ml 


+36% 


-70% 


+40% 




0.1 mg/ml 


+15% 


-22% 


+30% 


P2 


1.0 mg/ml 


+31% 


-32% 


+41% 




0.1 mg/ml 


+6% 


-17% 


+37% 



5 TABLEAU I 



La concentration designe la concentration de Fisolat de proteines de lait 
dans le milieu de culture. 

L'etat de Tart tend a dSmontrer que P activity d'un isolat de proteines de 
10 lait est liee au pourcentage de lactoferrine qu'il contient (voir resultats de T 2 ). 

Contrairement a ce prejugS de Tart anterieur, les resultats des tests 
exposes ci-dessus montrent que des isolats de proteine de lait de V invention, bien que 
contenant peu de lactoferrine par rapport au temoin Ti, presentent une activite remarquable 
dans les tests de croissance cellulaire sur des osteoblastes et sur des cellules intestinales et 
1 5 d' inhibition de la proliferation des pre-osteoclastes. 
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REVENDICATIONS 

1. Procede d'isolement de proteines de lait a partir de lait ou d'un 
5 lactoserum comportant les Stapes suivantes : 

a) le lait ou le lactoserum est sterilise et degraiss£ ; 

b) la fraction laitiere issue de Tetape a) est passee sur une rSsine 
Schangeuse de cations conditionnee dans une colonne dilution ; 

c) la fraction retenue sur la rSsine est elu£e par une solution aqueuse 

10 satee ; 

d) l'&uat resultant de Tetape c) est dessale et sterilise. 
Ce procede etant caract£rise en ce que : 

a) la r£sine echangeuse de cations est une r£sine greffee par des 
fonctions acides fortes ; 

15 le parametre BV designant le rapport du volume de matiere premiere au 

volume de resine humide dans la colonne, 

le parametre SV designant le rapport du debit d'alimentation de la 
colonne au volume de resine humide dans la colonne, 

le parametre LV designant le rapport du debit d'alimentation de la 
20 colonne a la section de la colonne, 

p) au cours de Tetape b), les parametres de fixation ont les valeurs 

suivantes : 

- BVf est compris entre 5 et 400 ; 

- SVf est compris entre 2 et 40 h" 1 ; 

25 - LVf est superieur ou egal a 1 m/h et inferieur ou egal a 5 m/h . 

y) au cours de Tetape c), les parametres dilution ont les valeurs 

suivantes : 

- B V e est compris entre 1 ,5 et 7 ; 

- LV e est inferieur a 1 m/h. 

30 2. Procede selon la revendication 1, caracterise en ce que le produit de 

depart est du lait de vache. 

3. Procede selon la revendication 1, caracterise en ce que le produit de 
depart est un lactoserum acide de caseine. 
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4. Precede selon Tune quelconque des revendications precedentes, 
caracterise en ce que la resine echangeuse de cations est une resine greffee par des 
fonctions acides de pKa < 2 ayant une capacity d'6change d'ions comprise entre 200 et 
1000 nE/ml. 

5 5. Precede selon la revendication 4, caracterise en ce que la resine est 

greffee par des fonctions acide sulfonique ou sel de sulfonate. 

6. Precede selon la revendication 5, caracterise en ce que la resine est 
gref£2e par des fonctions propyl sulfonique ou propyl sulfonate. 

7. Precede selon Tune quelconque des revendications precedentes, 
10 caracterise en ce que la granulomere de la resine est comprise entre 100 nm et 900 nm, de 

preference entre 200 et 750 ^m, encore plus preferentiellement entre 250 et 600 |im 

8. Precede selon Tune quelconque des revendications precedentes, 
caracterise en ce que au cours de retape b) de fixation de la matiere premiere, une ou 
plusieurs des conditions suivantes sont remplies : 

1 5 - B Vf est compris entre 80 et 1 50 ; 

- SVf est compris entre 5 et 40 h" 1 ; 

- LVf est compris entre 3 et 4,3 m/h. 

9. Precede selon Tune quelconque des revendications precedentes, 
caracterise en ce que les conditions suivantes sont verifiees 

20 au cours de retape b) : 

- BVf est compris entre 80 et 120 ; 

- SVf est compris entre 8 et 15 h" 1 ; 

- LVf est compris entre 3 et 4,8 m/h. 
au cours de retape c) : 

25 - BV e est compris entre 3 et 7 

- LV C est inferieur k 1 m/h. 

10. Precede selon Tune quelconque des revendications precedentes, 
caracterise en ce que au cours de retape b) la resine est conditionnee dans une colonne dont 
la temperature est maintenue entre 2 et 15°C, 

30 11. Precede selon Tune quelconque des revendications precedentes, 

caracterise en ce que au cours de l'etape c) dilution des proteines fixees, Time au moins 
des conditions suivantes est remplie : 

- BV e est compris entre 3 et 5 ; 

- LV e est inferieur a 0,5 m/h. 
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12. Procede selon Tune quelconque des revendications precedentes, 



caracterise en ce que au cours de Tetape c) la resine est conditionnSe dans une colonne dont 
la temperature est maintenue entre 2 et 15°C. 

13. Procede selon Tune quelconque des revendications precedentes, 
5 caracterise en ce que la solution aqueuse saline employee pour la mise en oeuvre de 

1'invention est une solution d'un chlorure d f un metal alcalin choisi parmi K+, Na+, Ca+, 
Mg+. 

14. Procede selon la revendication 12, caracterise en ce que la solution 
aqueuse saline est une solution aqueuse de chlorure de sodium 

10 15. Procede selon la revendication 14, caracterise en ce que la solution 

aqueuse saline est d f une concentration comprise entre 2 et 25% en poids de sel par poids de 
liquide. 

16. Procede selon la revendication 14, caracterise en ce que la solution 
aqueuse saline a une force ionique comprise entre 1 et 2 M. 
15 17. Procede selon Tune quelconque des revendications precedentes, 

caracterise en ce que le pH de la solution aqueuse saline dilution est compris entre 6 et 7, 
avantageusement entre 6,5 et 7. 

18. Procede selon Tune quelconque des revendications precedentes, 
caracterise en ce que le dessalage est fait par ultrafiltration et diafiltration. 
20 19. Procede selon la revendication 18, caracterise en ce que les 

traitements ^ultrafiltration et de diafiltration sont effectues jusqu'a l'obtention d'un permeat 
ayant une conductivite inferieure a 15 mS. 

20. Procede selon Tune quelconque des revendications precedentes, 
caracterise en ce que la sterilisation est faite par microfiltration. 
25 21. Procede selon Tune quelconque des revendications precedentes, 

caracterise en ce que le produit dessale et sterilise est seche de fa9on a obtenir la fraction 
laitiere issue du procede de Tinvention sous forme d'une poudre. 

22. Fraction proteique laitiere caracterisee en ce qu'elle est susceptible 
d'etre obtenue par le procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 21. 
30 23. Fraction proteique laitiere, caracterisee en ce qu'elle repond aux 

caracteristiques suivantes : 



- une teneur en proteine superieure a 90%, 

- une teneur en sels mineraux inferieure a 1%, 

- une teneur en matieres grasses inferieure a 1%, 
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- une teneur en lactose inferieure a 1%, 

- une teneur en humidite inferieure a 5%, 

- une teneur en lactoferrine inferieure & 80%, 

- un pH en solution a 2% compris entre 6 et 7,5, 

5 - une purete spectrophotom&rique en UV-visible definie par un ratio 

DO 4I2 /DO 280 <0,15, 

- comporte au moins 1% de proteines ayant un point isoelectrique 
superieur ou egal h 8, 

les pourcentages etant donnas en poids par rapport au poids de matiere 
10 sdche de la fraction laitiere selon Tinvention. 

24. Fraction proteique laitiere selon la revendication 23, caracterisee en 
ce qu'elle repond au moins a Tune des caracteristiques suivantes : 

- une teneur en proteine superieure a 95%, 

- une teneur en sels mineraux inferieure a 0,5%, 
15 - une teneur en matiere grasse inferieure a 0,5%, 

- une teneur en lactose inferieure a 0,5%, 

- une teneur en humidite inferieure a 4%, 

- une teneur en lactoferrine inferieure a 80%, 

- un pH en solution a 2% compris entre 6 et 7,2, 

20 - une purete spectrophotometrique en UV-visible definie par un ratio 

DO 412 /DO 280 <0,L 

- comporte au moins 1% de proteines ayant un point isoelectrique 
compris entre 8,2 et 8,7. 

25. Fraction proteique laitiere selon Tune quelconque des revendications 
25 22 a 24, caracterisee en ce qu'elle est issue du lait de vache. 

26. Fraction proteique laitiere selon la revendication 25, caracterisee en 
ce qu'elle comporte au moins 40% de proteines ayant un point isoelectrique superieur ou 
egal a 8. 

27. Fraction proteique laitiere selon la revendication 25 ou la 
30 revendication 26, caracterisee en ce qu'elle comporte une teneur en lactoferrine superieure 

ou egale a 30% et une activite lactoperoxydase superieure ou egale a 120 unites ABTS par 
mg d'isolat. 

28. Fraction proteique laitiere selon Tune quelconque des revendications 
22 a 24, caracterisee en ce qu'elle est issue d'un lactoserum acide de caseine. 
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29. Association d'une fraction proteique laitiere selon Tune quelconque 
des revendications 22 k 28 avec du calcium. 

30. Association selon la revendication 29, caract6risee en ce qu'elle 
comporte en outre de la vitamine D. 

5 31. Composition alimentaire, caract^risee en ce qu'elle comporte une 

fraction proteique laitiere selon Tune quelconque des revendications 22 a 30. 

32. Kit alimentaires comprenant ime poudre de fraction proteique laitiere 
selon Tune quelconque des revendications 22 a 30. 

33. Utilisation d'une fraction proteique laitiere selon Tune quelconque des 
10 revendications 22 a 30, pour la preparation d'un lait alimentaire 

34. Utilisation d'une fraction proteique laitiere selon Tune quelconque des 
revendications 22 a 30, pour la preparation d'un aliment destine a la prevention d'une 
pathologies selectionnee parmi : retard de croissance, osteoporose, fragilite osseuse, 
fragilite osseuse, fractures osseuses, rhumatismes, arthrose, maladies periodontales, 

1 5 deficience de la barriere intestinale. 

35. Utilisation d'une fraction proteique laitiere selon Tune quelconque 
des revendications 22 a 30 pour la preparation d'un aliment destine a favoriser la 
croissance des osteoblastes et/ou des cellules intestinales et/ou a inhiber la croissance des 
pre-ost£oclastes. 

20 36. Composition pharmaceutique caract£ris£e en ce quelle comprend au 

moins une fraction proteique laitiere selon Tune quelconque des revendications 22 a 30 et 
un support pharmaceutiquement acceptable. 

37. Utilisation d ! une fraction proteique laitiere selon Tune quelconque des 
revendications 22 a 30, pour la preparation d'un medicament destine a la prevention et/ou 

25 au traitement d'une pathologies selectionnee parmi : retard de croissance, osteoporose, 
fragilite osseuse, fragility osseuse, fractures osseuses, rhumatismes, arthrose, maladies 
periodontales, deficience de la barriere intestinale. 

38. Utilisation d'une fraction proteique laitiere selon Tune quelconque des 
revendications 22 a 30, pour la preparation d'un medicament destine k ameiiorer 

30 l'absorption du calcium dans l'organisme. 

39. Utilisation d'une fraction proteique laitiere selon Tune quelconque 
des revendications 22 a 30 pour la preparation d'un medicament destine a favoriser la 
croissance des osteoblastes et/ou des cellules intestinales et/ou k inhiber la croissance des 
pre-osteoclastes. 
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40. Produit d'hygiene caracterise en ce qu f il comprend au moins une 
fraction proteique laitiere selon l f une quelconque des revendications 22 a 30. 
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